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Fig. t. a) Dense core vesicles bulging into the extracel lular 
space, b) Extracel lular dense core vesicles, c) Aggregation of 
osmiophil ic dropIets surrounded by  the basal  lamina of human 
eccrine sweat glands, d) Osmiophil ie grana in the duetus 
deferens of the rat. al axolemma, dc dense core vesicle, 
mc muscle cell, bm basal lamina, ax axon 
of a probable new aspect ill the release of "synapt ic  vesicles".  
We agree with Grillo, that  extracellular vesicles may be 
"a  special feature where close neuroeffector junct ions are in- 
f requent or absent" .  Fur ther  studies in our laboratories are 
being carried out  tak ing the f ature of the terminal  axo lemma 
into part icular consideration. 
The results demonstrated seem to be not  merely art i facts due 
to the fixation. The occurrence of extraaxonal  synapt ic  vesicles 
should be subjected to further intensive investigations. 
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Bet Verwendung yon Enzymen als Marker fiir genetische 
Analysen ist die Verwendnng yon Mikromethoden yon Vorteil, 
da es oft ein Problem ist, ausreichende Mengen von einheit- 
l ichem Ausgangsmater ial  fiir quantitative Analysen zu ge- 
winnen. Mit  der Mikro-Disk-Elektrophorese an 20 proz. Poly- 
acrylamid-Gelen in 2- oder 5-[zl-Kapillaren [I] k6nnen aus 
verdi~nnten Gewebsextrakten sowie aus einzelnen Eizellen yon 
Maus  oder Kan inehen Dehydrogenasen,  ihre I soenzyme und 
Varianten fraktJoniert und ihre enzymatische Aktivii~t durch 
Inkubation der Gele im Tetrazol ium-System [2] quantitativ 
best immt  werden. Untersucht wurden  besonders G6P-DH 
und LDH.  Der  Nachweis  weiterer Enzyme (SDH,  ADH,  MDH,  
6PG-DH,  PGI )  ist gleichfalls m6glich. 
Nachweisgrenze. Die Aktivit~it yon I bl (Verdflnnung 1:106) 
reiuer Hefe -G6P-DH (Boehringer, ca. 10 -17 Mol  G6P-DH)  kann 
nach Elektrophorese in 5-~I-Kapiliaren (~ 0,45 mm) sicher 
als einzelne enzymat isch akt ive Bande nachgewiesen werden. 
F~r die Frakt ionierung und den Nachweis yon LDIK bzw. 
G6P-DH aus Gewebe oder Zel lkulturen geniigen 0,2 bis wenige 
~g Feuchtgewicht.  Dementsprechend ist eine einzelne Eizelle 
von Maus oder Kan inchen ausreichend f~r den sicheren Nach- 
wets von G6P-DH oder LDH.  Die LDH-Aktivit~it  in unbe- 
samten Eizellen der Maus ist so hoch, dab der Ext rakt  einer 
Eizelle fiir mehrere Mikroelektrophoresen und LDH-Best im-  
mungen ausreicht. 
Trennung von Isoenzymen bzw. Enzym-varianten. Die Fraktio- 
nierung der LDH- I soenzyme aus Organextrakten ist ebenso 
m6glich wie die T rennung yon G6P-DH-Var ianten aus ge- 
mischten Organextrakten yon Mensch und Rat te  bzw. yon 
Zel lkulturen yon Mensch und Maus. Durch  die Mikro-Disk- 
Elektrophorese sind die Isoenzyme bzw. Enzym-Var ianten  so 
weit voneinander  getrennt,  dab mit  den einzelnen Enzym-  
Banden kinetische Untersuchungen m6glich sind. 
Kinetik im Mikro-Gel. Fiir kinetische Untersuchungen wird 
in einer Spezia lkammer die Bi ldung des blauen Farbstoffes 
am enzymat isch akt iven GeI-Ort in definierten ZeitabstSmden 
mit  einem Mikro-Densitometer registriert. Werden die ptani- 
metr isch best immten Peak-F lgchen gegen die Zeit aufge- 
tragen, result iert eine Gerade mit  streng l inearer Korrelation, 
die bet einer Auf t ragsmenge yon ca. 0,6 • t0-1e g reiner HeIe- 
G6P-DH his zu 80 rain verfolgt werden konnte. Die Steigung 
der Regressionsgeraden ist ein MaB fiir die Ext ink t ionszunahme 
pro Zeiteinheit und kann somit  als Mat3 fiir die enzymat isehe 
Aktivit~it dienen. Werden die Steigungen aus Einzelversuchen 
(Korrelationskoeff izienten r =0,999  bis 0,981) gegen die ein- 
gesetzten Enzym-Mengen aufgetragen, k6nnen f~r jedes Enzym 
E ichkurven aufgestel lt  werden. Enzymprote ine  gehen w~ihrend 
der Inkubat ionszeit  nicht durch Diffusion in das Inkubat ions-  
med ium verloren. Das Gel verhiilt sich demnach wie eine 
Mikrokiivette. Die mitt lere Breite yon 20- -100b in  einer 
Prote in-Bande in ether 5-lxI-KapiIIare entspr icht  einem ,,K~i- 
vet tenvo lumen"  yon 0,003--0,015 [xl. Dadurch wird es m6g- 
lich, auch B indungskonstanten  nach Frakt ionierung im Mikro- 
Gel zu best immen,  wie am Beispiel von Glucose-6-phosphat 
und Hefe-G6P-DH flberpri~ft wurde. Die St imul ierung der 
G6P-DH-Akt iv i t i i t  durch Mg 2+ lieB sieh ebenfalls nachweisen. 
Diese Mikromethode ist fiir die genetische Analyse yon inter- 
spezif ischen somat ischen Hybridzel lklonen sowie die AnaIyse 
von Gen-Akt iv ierungsprozessen individueller Keime in der 
fri ihen S~iuger-Embryogenese ge ignet. 
Die Methode wurde w~ihrend des 2 nd EMBO-Conrse on Micro- 
methods in Molecular Biology [3] im Oktober 197t demon- 
striert. Eine ausfi ihrl iche Mittei lung ist in Vorbereitung. 
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